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(3) Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren an hydrophoben Oberflachen - insbesondere unter 

Verwendung hydrophober Membranen 
® Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren 

zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren unter 

Verwendung hydrophober Oberflachen, insbesondere 

unter Verwendung hydrophober Membrsnen. 
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Beschreibung 

Die vorliegcndc Erfindung bctriffi ein ncucx Vcrfahrcn zur Isolierung und Rcinigung von Nukleinsauren an hydropho- 
ben ObcrfUfchcn unicr Verwendung hydrophobic Menibranen oder Menibranen mil hydrophobisicrtcr Oberflache. 
s Die Fsolicmng und Rcinigung von Nukleinsiiuren mis hiolngischen und klinischen Prohcnniaierialicn is! von csseniicl- 
ler Bcdculung fur Arbcilshcrcichc. in denen Nuklcinsaure-nasicrcndc Arbcilsicchnikcn angewendet werden und in die 
Nukleinsaurc-basiercnde Techniken gerade Einzug halicn. Hierzu zahlen /urn Bcispicl die Vatcrschaftsanaiyse. Gewe- 
betypisierungcn, Identifizierung von Erbkrankhciicn, Genomanalysc. molekuiare Diagnostic Bestimmung von Infekii- 
onskrankheiten, Tier- und Pllanzenzucht. transgene Forschung. G r und I age n forschung auf dem Gebiet der Biologie und 

to der Medizin sowie zahlreiche verwandie Arbcitsgebiete. Dabei bcsiehi eine generelle Schwierigkeii darin, biologisch* 
bzw. klimsche Probe nmaieri alien so aufzubereiten. dafi die in ihr enthaltenen Nukleinsauren direkt in die jeweilige Ana- 
lysenmethode eingesetzt werden k6nnen. 

Aus dem Stand der Technik sind herein zahlreiche \ferfahren zur Reinigung von DNA bekannt. So ist es bekannt, 
Plasmid-DNA beispielsweise zum Zwecke des Klonierens oder auch fur andere ex peri men telle Vbrhaben nach dem Ver- 

15 tahren von Birnboim [Methods in Enzymology 100 (1983) 243] zu reinigen. Nach diesem Vcrfahren wird ein geklanes 
Lysai baktenellen Ursprungs einem Caesiumchlorid Gradienien ausgesetzt und uber einen Zeiiraum von 4 bis 24 Stun- 
den zentrifugiert. Diescin Vcrfahrensschritt tblgl gewohniicherweisc die Extraktion und die Praezipitation der DNA. 
Dieses Verfahren ist mil dem Nachteil verbunden. daB zum es einen apparativ sehr aufwendig und auf der anderen Seite 
sehr zeitaufwendig, kosten intensiv und nicht automatisicrbar ist. 

20 Andere Methoden, bei denen geklarte Lysate eingesetzt werden urn DNA zu isolieren bestehen in der Ionenaustausch- 
chroniaiographie [Colpan et al.. J. Chormatog. 296 (1984) 339] und in der Gel nitrations met hode. IMoreau et ai. Analyt. 
Biochem. 166 (1987) 188]. Diese Verfahren bicten sich in erstcr Linie als Ersatz fur den Caesiumchlorid-Gradienten an, 
machen aber ein aufwendiges System fur die Losungsmittelversorgung sowie die Preazipitation der so gewonnenen 
DNA-Ftaktionen erforderlich, da sie gewohniicherweisc Salzc cnihahen und sehr vcrdunntc Lbsungen darstellen. 

25 Marks ct al. | Analyt. Biochem. 121 (1982) 382) sowie \fcgclstcin el al. [Proc. Nat. Acad. Sci. 76 (1979) 615] erkann- 
ten, daB, falls die DNA aus Nukleinsaureenthallcnden Exirakten hohen Konzentralionen von Nalriumiodid oder Nalri- 
umpcrchlorat ausgesctzt wird, die DNA allcin nur an mcchanisch fcin zcrklcincrtcn Glass-Srinullationsrahrchcn sowie 
zerkleinerten Glasfasermembranen bzw. Giasfiberplatten bindet, wahrend RNA und Proteine nicht binden. Die so gebun- 
dene DNA kann ggf. mil Wasser eluierl werden, 

30 Aus den verschiedenen Lehren, die im Stand der Technik offenbart sind, geht femer ganz allgemein hervor, daB alle 
Nukleinsaurcreinigungsverfahren, die auf dem Prinzip der Festphasenextraktion beruhen, auf die Verwendung von hy- 
drophilen Oberflachen zurUckgreiten - wie modifizierte Silica-Materialien - (beispielsweise DEAE-Anionenaustau- 
scherchromatographie, Silica-Membranen oder Sibca-Partikel). 

^ Im Stand der Technik wird im allgenieinen darauf hingewiesen, daB die Oberflachen unbedingt einen hydrophilen 
35 Charakter aufweisen mussen - wie dies z. B. bei Siiicagel der Fall ist - urn fur die Immobilisierung von Nucleinsauren 
tauglich zu sein. Dagegcn findci sich im Stand der Technik lediglich ein Hinweis auf die Verwendung hydrophober Ober- 
flachen. 

So wird in der WO-A-87/06621 die Immobilisierung von Nukleinsauren an einer PVDF-Membran beschrieben. Al- 
lerdings werden die an die PVDF-Membran gebundenen Nukleinsauren anschlieBcnd nicht eluiert, sondem die Mem- 

40 bran wird samt gebundener Nukleinsauren direkt in einen PCR-Ansatz eingebracht. Letztendlich wird in dieser interna- 
tionalen Patentanmeldung und in der weiteren Literatur jedoch die Lehre offenbart, daB hydrophobe Oberflachen bzw. 
Menibranen im allgenieinen zuvor mil Wasser oder Alkohol benetzt werden mussen, urn die Nukleinsauren in halbwegs 
befriedigenden Ausbeuten immobilisieren zu konnen. 

Fur eine Reihe von modernen Appiikationen - wie z. B. der PCR-. der Reversed -Transcription-PC R, SunRise, LCX- 

45 branched- DNA, NAS BA, oder Taq Man-Tech nologie und ahnlichen Echtzeitquanitfizierungsverfahren fur PGR - ist es 
auf der anderen Seite jedoch absolut notwendig, die Nukleinsauren direkt von der festen Phase losen zu konnen. Hierzu 
ist der WO-A-87/06621 diejenige Lehre zu entnehmen, daB die Nukleinsaure zwar von den dort eingesetzten Membra- 
nen wiedergewonnen werden kann, daB diese Wiedergewinnung jedoch sehr problematisch ist und bei weitem nicht zur 
quantitativen Isolierung von Nukleinsauren geeignet ist. Daneben fallen die so gewonnenen Nukleinsauren in vergleichs- 

50 weise sehr hoher VerdUnnung an - ein Umstand, der weilere Folgeschritte zwecks Konzenunerung und Isolierung 
zwangslaufig erforderlich machl. 

Aus den oben genannten Griinden stellen die aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren - insbesondere im Hin- 
blick auf eine Automatisierung des Verfahrensablaufs zur Nukleinsauregewinnung - kcincn geeigneten Ausgangspunkt 
fiir eine verfahrenstechnisch moglichst einfache und quantitative Isolierung von Nukleinsauren dar. 

55 Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die Nachteilc der aus dem Stand der Technik bekannten Verfah- 
ren zur isolierung von Nukleinsauren zu uberwinden und ein Vcrfahren zur Vertugung zu stellen, welches dazu geeignet 
ist, ohne erheblichen technischen Mehraufwand weitgehend vollautomatisch durchgefUhrt werden zu kOnnen. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht insbesondere darin, Nukleinsauren an eine immobile Phase 
- insbesondere an eine Membran in der Art und Weise zu binden, daB sie in einem folgenden Reaktionsschritt ohne wei- 

fio teres wieder von dieser Phase ahgelrtst werden kann und ggf. in weiteren Anwendungen - wie z. B. Restrikfionsverdau- 
ung, RT, PGR, RT-PGR oder beispielsweise auch NASBA oder in jedweder anderen oben genannten geeigneten Analyse- 
bzw. Enzymreakdon eingesetzt werden k6nnen. 

Gelost werden die vorgenannten Aufgaben erfindungsgemaB durch die Verwendung von pordsen h ydrophoben Mem- 
branen, an welche die Nukleinsauren auf einfache Weise aus der die Nukleinsauren enthalienden Probe gebunden und 

65 mittels ebenso einfacher Verfahrensschritte wieder abgelbst werden konnen, wobei es die erfindungsgemaB einfache Pro- 
zeBfUhrung crinoglicht, das Verfahren insbesondere vollautomatisch durchfuhren zu konnen. 

Dabei wird im Sinne der vorliegenden Erfindung eine Nukleinsaure enihaltende Probe durch eine Probe bzw. Proben- 
ansatz definiert die bzw. der Nukleinsauren enthalt. die als geeignete Edukte fur in vitro Transskriptionen. PCHl-Reak- 
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tionen, NASBA-Reaktionen oder cDNA-Synthesen dicnen konnen - wie z. B.: Plasma, KoYperfiussigkciten - wie bei- 
spielsweise Blut, Sputum, Urin. Faeces Zellen, Serum. Abstriche, Gewebeproben jeder Aru Pflanzen und Pflanzen- 
teile, Bakterien, Viren, Hefen etc.. wie beispielsweise sie in der Europaischen Patentamncldung Nr.: 95909684.3 oftcn- 
bart sind, auf die hiermit inhaltlich Bczug genommen wird - oder auch freie Nukleinsauren. 

Nach dern erfindungsgemaBen Verfahren nimmi man die oben beschriebene Nukleinsauren cnthaltendc Probe in einer 5 
Losung auf. die geeigneie Salze und/oder Alkohol(e) enihalt, anschticBend ggf. den Ansaiz aufschlieBt und mischi und 
die soerhaliene Mischung mitlels eines Vakuums, auf dem Wcge einer Zentrifugaiion, mittels Uberdruck oderdurch Ka- 
pillarkrafte dber eine hydrophobe Membran fiihrt. 

Als Salze fur das Immobilisieren von Nukleinsauren an hydrophoben Membranen kommen Salzc von Alkali- oder Er- 
dalkalimetallen mil Mineralsaurcn in Frage; insbesondere Alkali- oder Erdalkalihalogenide bzw. -sulfate worunter die to 
Ilalogenidedes Natriums oder Kaliumsoder Magnesiumsulfai besonders bevorzugl werden. 

Femer sind zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens Salze von ein- oder mchrbasischen oder auch poly- 
funktionellen organischen Nauren mil Alkali- oder Hrdalkalimetallen geeignel. Darunler fallen insbesondere Salze des 
Natriums, des Kaliums oder des Magnesiums mil organischen Dicarbonsauren - wie z. B. Oxal-, Malon- oder Bernstein- 
saure - oder mil Hydroxy- bzw. Polyhydroxycarbonsauren - wie z. B. bevorzugterweise mil Zitronensaure. 15 

Als besonders zweckmafiig hat sich dabei der Einsalz von sog. chaotropen Agenzicn herausgestelll. Chaotrope Sub- 
stanzen sind in der Lage die drcidimcnsionale Struktur der Wasserstorl oruc ken bind ung zu sloren. Hierdurch werden - 
wie ailgemein bckanm isi - auch die intramolekularen Bindungskrafte geschwacht, die bci der Ausbildung der raumli- 
chen Strukturcn - wic z. B. Primar-, Sckundar-. Tertiar- oder Quartarstrukturcn - bci biologischen Molckiilen beieiligt 
sind. Derartige chaotrope Agenzicn sind dem Fachmann aus dem Stand der Tcchnik hinlanglich bekannt [Rompp, Lexi- 20 
kon der Biolechnologie. Hcrausgeber. H. Dellweg R.D. Schmid u. W.E. Fromm. Thieme Verlag, Stuttgart 1992]. 

Als hevorzugtc chaoiropc Subsianzcn gelten gemaB der vorliegenden Erfindung beispielsweise Salze aus der Gruppe 
der Trichloracctaie. 'Phiocyanalc, Pcrchloratc, Jodidc oder Guanidin-Hydrochlorid und Harnsloflf. 

Die chaotropen Subsianzcn werden dabei in 0.01 bis 10 molarer wasseriger Losung, bevorzugl in 0.1 bis 7 molarer 
wasseriger Losung und besonders bevorzugl in 0.2 bis 5 molarer wasseriger Losung eingeselzt, Hierbei konnen die vor- 25 
bezcichneten chaoiropcn Agenzicn allcin oder in Kombinationcn verwandt werden. Insbesondere werden - insbesondere 
werden 0.01 bis 10 molarc wasscrigc Losungcn. bevorzugl 0.1 bis 7 molarc wasscrigc Losungcn und besonders bevor- 
zugl in 0.2 bis 5 molare wasserige Losungen von Natriumperchlorai, Guanidinium-Hydrochlorid, Guanidinium-iso-thio- 
cyanat, Nairiumiodid und/oder Kaliumiodid eingeselzt. 

Als Alkohole kommen fiir die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens zunachst alle Hydroxylderivate von 30 
aliphatischen oderacyclischen gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoffen in Betracht. Dabei istes zunachst un- 
erheblich ob diese Verbindung eine, zwei, drei oder mehr Hydroxylgruppen - wie mehrwertigc Ci-Cs-Alkanole, bei- 
spielsweise Ethylenglykol, Propyienglykot oder Glycerin - enihalten. 

Daneben zahlen ebenfalls die Zuckerabkomnilinge - die sog. Aldite - wie auch die Phenole - beispielsweise Polyphe- 
nol - zu den erfindungsgemaB einsetzbaren Alkoholen. 35 

Unter den vorgenannten Hydroxy verbindungen werden die C r C 5 -Alkanole - wie Methanol, Ethanol, n-Propanol, 
tert.-Butanol und die Penianole besonders bevorzugl. 

^ Als hydrophob gelten im Sinne der vorliegenden Erfindung solche Sloffe bzw. Membranen, die von ihrem chemischen 
Charakler her nicht in Wasser eindringen - bzw. vice versa - darin bleiben zu vermogen. 

Unter hydrophober Oberflache - vorzugsweise Membran - wird im Sinne der vorliegenden Erfindung jede mikropo- 40 
rose Trennschicht versianden, die einen hydrophoben Charakler aufweist. Im Falle einer Membran wird die hydophobe 
Oberflache durch cine Folie aus einem polymeren Materil gebildet, wobei das Polymer vorzugsweise polare Gruppen, 
wie z. B. Ester- bzw. Carbonyl- oder Amid-Gruppen aufweist. Auf der anderen Seite ist es denkbar, die polaren Gruppe 
mit der Auftragung des Hydrophobierungsmittels auf eine Oberflache aufzubringen, die per se keine polaren Gruppen 
aufweist, falls dies gewUnscht ist. rt 45 

In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens umfaBt der BegrifT Oberflache im weiteren 
Sinne auch eine Schicht von Partikeln bzw. auch ein Granulat sowie auch Fasern mil hydrophoben Eigenschaften, die aus 
den ursprunglich die Membranen aufbauenden Maierialien besiehen. 

Als bevorzugl im Sinne der vorliegenden Erfindung gelten Membranen die aus einem hydrophilen Grundmaterial be- 
stehen und die durch eine entsprechende chemische Nachbehandlung, die an sich aus dern Stand der Technik bekannt ist 50 
- hydrophobisiert wurden, wie z. B. hydrophobisierte Nylon- Membranen, die kommerziell crhiilllich sind. 

Unier hydrophobisierten Membranen werden erfindungsgemaB ailgemein solche Membranen versianden, die als unter 
Umstanden ursprunglich hydrophile Membran mit dem unten crwahnicn Hydrophobiemiittcln uberzogen wurden. Der- 
aruge Hydrophobiermitiel uberziehen hydrophile Substanzen mil einer dilnnen Schichl hydrophober Gruppen, wozu bei- 
spielsweise iangere Alkylketten oder Siloxangruppen gehoren. Geeignete Hydrophobiermitiel sind aus dem Stand der 55 
Technik in groBer Zahl bekanni und stellen erfindungsgemaB Pararhne, Wachse, Mclallseilcn etc. ggf. mit Zusatzen an 
Aluminium bzw. Zirkoniumsalzen, quartare organische Verbindungen, Hamsioffderivatc, feusiorYmodifizierie Melamin- 
harze, Silicone, zinkorganische Verbindungen Glutardialdchyde und ahnliche Verbindungen dar. 

Daneben gelten als erfindungsgemaB einsetzbare hydrophobe Membranen, solche Membranen, die hydrophobisiert 
sind und deren Grundmaterial polare Gruppen aufweisen kann. GemaB dieser Kriierien eignen sich beispielsweise - ins- <>o 
besondere hydrophobisierte - Maierialien aus der folgenden Gruppe fur den erfindungsgemaBen Einsatz: ■ 
Nylon, Polysulfone, Polyeihersulfone, Polycarbonate, Polyacrylate sowie Acrylsaurecopolymere, Polyurethane, Poly- 
amide, Polyvinylchlorid, Fluorocarbonate, Polyietrafluoroelhylen, Polyvinylendifluorid, Ethylentetrafluoroethylen, Po- 
lyeihylenchlorotrifluoroethylen-Coplymerisate oder Polyphenytensulrtd sowie CeUulose und Ccllulose-Mtschesteroder 
Nilro-cellulosen wie auch hydrophobisierte Glasfasermembranen, worunter hydrophobisierte Nylon-Membrane beson- 65 
ders bevorzugl sind. 

Die Membranen, die im erfindungsgemaBen Verfahren eingeselzt werden, haben dabei beispielsweise einen Poren- 
durchmesser von 0.05 bis 20 urn, vorzugsweise 0.2 bis urn und besonders bevorzugl 0.45 bis 5.0 urn. 
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Als Waschpuffer kommen ebenfalls die oben beschricbenen Salze oder Alkohole bzw. Phenole oder Poiyphenole in 
Frage. Die Temperaturen liegen im Waschschritt iiblichcrweise in einem InLervail von 10 bis 30°C, wobei auch hohere 
Temperaturcn crfolgreich angewandt wcrden k6nnen. 

Zur Elution der gebundenen Nukleinsaure eignen sich erhndungsgemaB Wassercxicr wasscrige Salzlosungen als Elu- 
5 tionsmiltel. Als Salzlflsungen werden Pufferlosungen eingesetzl. die aus dem Stand der Tcchnik bekanni sind, wie bei- 
spielsweise Morpholinopropansulfonsaure (MOPS), Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS). 2-[4-(2-Hydroxyethyi)- 
l-piperazino]e!hansulfonsaure (HEPES) in einer Konzentrauon von 0.001 bis 0.5 Mol/Liter, bevorzugt 0.01 bis 0.2 MoI7 
Liter, besonders bevorzugi 0.01 bis 0.05 moiare Losungen. Danebcn werden bevorzugi wasscrige LSsungen von Alkali- 
oder Erdalkalimeiailsalzen - insbesondere deren Halogenide - eingesetzt, worunier 0.001 bis 0.5 - bevorzugi 0.01 bis 
io 0.2 moiare, besonders bevorzugt 0.01 bis 0.05 moiare wasserige LOsungen von Natriumchlorid, Lithiumchlorid, Kalium- 
chlond oder Magnesiumdichlorid. Daneben konnen bevorzugt auch Losungen von Salzen der Alkalimetalle oder Erdal- 
kalimetalle mil Carbon- oder Dicarbonsauren -Oxalsaure oder Essigsaure - in dem zuvor genannten Konzentrationsbe- 
rcicn emgcselvj wcrden, wie z. R. 0.001 bis 0.5 moiare - bevorzugi 0.01 bis 0.2 moiare. besonders bevorzugi 0.01 bis 
0.05 moiare Losungen von Natriumacetai oder -oxalat in Wasser. 
15 Ganz besonders wird Wasser als Elutionsmittel bevorzugt. 

Die Elution kann erfindungsgemaB mittels Oberdruck. Vakuum Zentrifugation oder durch Kapillarkrafte erfolgen. 

Hinsichilich der einzelnen Schritte wird das errindungsgemaSe Verfahren wie folgl durchgefuhrt: 

Das Lysai der zur Gewinnung der Nukleinsauren dienenden Probe oder die ursprlinglich frcie(n) Nukleinsaure(n) 
wird/wcrden bcispielswcise in cine (Plasiik-)Saulc pipctiierl, in der - beispiclsweisc auf dem Bodcn - die hydrophobe 
20 Mcmbran lixieri wird. ZweckmaBigcrweise kann die Mcmbran auf einer Frilta nxiert wcrden, die als mechanische Un- 
terstuizung diem. AnschlieBend wird das Lysal durch die Membran gefuhrt, was durch Anlcgcn eines Vakuums am Aus- 
gang der Saulc errcichl werden kann. Auf der anderen Scile kann der Transport durch einen Lysat-seiligen Oberdruck er- 
ioigen. Daneben kann - wie schon zuvor erwahnl - der Lysatiransport auf dem Wcge der Zentrifugation oder durch die 
binwirkung von KapillarkraTten bewcrkstelligt wcrden; letzieres kann zum Beispicl mil einem schwammanigen Mate- 
25 nal geschehen, das unterhalb der Mcmbran mil dem Lysat bzw. Filtrat in Kontaki gebrachl wird. 

Der Vorteil einer derartigen Anordnung bestehl in einer einfachen, sicheren und bequemen MOglichkeit der Filtrdt- 
Entsorgung - cs muB in dicscm Fall nur der Schwamm, der nunmchr mit dem Filtrat mchr oder weniger vollgcsogcn ist, 
ausgetauschi werden. Es wird an dieser Stelle deutlich daB die Saute kontinuierlich oder auch batch- weise betrieben wer- 
den kann und, daB beide Beiriebsarten vollautomaiisiert durchgefuhrt werden konnen. bis die hvdrophobe Membran mit 
30 Nukleinsaure gesattigt ist. Im letzten Schriti erfolgt die Elution der Nukleinsaure, welche beispielsweise von der Mem- 
bran abpipettien bzw. abgeheberl oder auch durch die Membran oder durch die oben erwahnte Schicht aus Partikeln, 
Granulat oder Fasem aus hydrophoben Membranmaterialien durchgesogen, durchgedruckl oder durchzentrifueiert wer- 
den kann. 

Das Auffangen von Fraktionen, welche in groBer VerdUnnung die gewunschten Nukleinsauren enthalten und eine an- 
35 schheBende Konzentrierung erfordem, entfallen bei dem erfindungsgemaBen Verfahren vollig - vielmehr fallen die ge- 
wunschten Nukleinsauren in schwach oder nicht-salzhaltigen Losungen in sehr kleinen Vblumina an, was von groBem 
Vorteil fUr alle molekularbiologischen Analyseverfahren ist. da hier gewUnscht ist, reine Nukleinsauren in mogiichst 
kleinen Vblumina bei gleichzeiiig hoher Konzentration einzusetzen. 
Daneben kann auch der letzie Verfahrensschritt - wie auch die Vorbereitung der erfindungsgemaBen Membran bzw. 
40 der Sauie fUr die nachste Nukleinsaureisolauon - leicht vollautomaiisiert erfolgen, da die abschlieBend eluierten Nukle- 
insaurensauren von oben von der Membran abgesaugt bzw, abpipettien werden konnen. 

Femer bietct die vorliegende Erfindung den Vbrteil, daB das uber der Membran befindliche Vblumen als Reakiions- 
raum genutzt werden kann. So ist es z. B. m6glich t nach dem Isolieren und Eluieren der nach dem erfindungsgemaBen 
Verfahren gewonnenen Nukleinsauren. diese einer molekularbiologischen Applikation - wie Restriktionsverdauung, KT, 
45 PCH. RT-PCR. NASBA oder Enzymreaktionen - zu unterwerfen, die aus diesen Reaktionen hervorgehenden Nuklein- 
sauren gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren erneut an die hydrophobe bzw. hydrophobisierte Membran zu binden, 
wie beschreiben zu waschen und anschlieBend zu eluieren, zu isolieren, bzw. zu analysieren, beispielsweise mittels Spek- 
troskopie, Fluorometrie oder ahnlichen MeBverfahren. 
Die vorbeschriebene Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele erlautert; \ferschicdenartige, andere Ausge- 
50 staltungen der Verfahren werden fUr den Fachmann aus der vorstehenden Beschreibung und den Beispielen ersichtlich. 
Es wird jedoch ausdrOcklich darauf hingewiesen, daB diese Beispiele und die diesen zugeordnete Beschreibung lediglich 
zum Zweck der Eriauterung vorgesehen und nicht als Einschrankung der Erfindung anzusehen sind. 

Beispiel 1 

55 

Isolierung von Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen 

In einer Plastiksaule werden komrnerziell erhalthche hydrophobe Nylon- Membranen (Beispielsweise ein Material der 
Fa. MSI: Magna SH mit einem Porendurchmesser von 1 ,2 pm oder ein Material der Fa. Pall GmbH: Hydrolbn mit einem 

60 Porendurchmesser von 1,2 urn), die durch chemische Nachbehandlung hydrophohisiert. wurden. einlagig eingehracht. 
Die Membranen werden auf einer Polypropylenfritte, die als mechanische Unterstutzung dient, plazien. Die Membranen 
werden in der Plastiksaule durch einen Spannring fixiert. 

Die so vorbereitete Saule wird uber eine Luerverbindung mit einer Vakuumkammer verbunden - alle Isolierungs- 
schritte werden mil Hilfe eines angelegten Vakuums durchgefiihrt. 

65 Zur Isolierung werden 5x10 s HeLa-Zellen durch Zentrifugation pelietiert. Die Zelien werden durch Zugabe von 
150 ut eines handelsublichen Guanidiniumiso-thiocyanat- Puffer - wic z. B. RLT- Puffer der Fa. Qiagen - auf an sich aus 
dem Stand der Technik bekannie Weise lysiert. Dabei wird die Lyse durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren oder vor- 
texen uber einen Zeitraum von ca. 5 s untcrstutzt. AnschlieBend werden 150 ul 70%-iges Ethanol zugefugt und durch 
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Auf- und Abpipcttieren oder durch vortexen iiber einen Zeiiraum von ca. 5 s gemischt. 

Das Lysat wird anschlicBcnd in die Plasliksaulc pipcilicn und durch Evakuicrung dcr Vakuumkammcr durch die 
Mcmbran gcsaugl. Unier den so cingcsiclltcn Bcdingungcn bleibi die RNA an dcr Mcmbran gebunden. AnschlicBcnd 
wird mil einem crsten handelsublichcn Guanidiniuni-isothiocyanai-haliigen WaschpuiVcr - beispielsweise mil dem Puf- 
fer RW1 der Fa. Qiagen - und danach mil cinem zweiien Tris-haltigcn bzw. TRIS- und alkoholhalligen WaschpurTer - 
/. B. mil dem Puffer RPli der I ; a. Qiagen - gewaschen. Dahci werden die Wasch puffer jewcils durch Evakuierung der 
Vakuumkammcr durch die Mcmbran gcsaugl. Nach dem Ict/ien Waschschriu wird das Vakuum uber einen Zeiiraum von 
ca. 10 min aufrcchterhalien, urn die Mcmbran zu irocknen. Danach wird die Vakuumkammcr hcluftet. 

Zur Hlution werden 70 pi RNasc-frcies Wasscr auf die Mcmbran pipetiiert, urn die gereinigte RNA von der Membran 
abzul&sen. Nach einer Inkubaiion Uber einen Zeiiraum von 1 min bei einer Temperaiur im Bereich von 10 bis 30°C wir 
das Eluat mittels einer Pipette von oben von der Membran abpipettiert und der Elutionsschritt wird zum Zweck einer 
vollstandigen Eluuon noch einmal wiederholt. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird anschlieBend durch photomet.rische Messung der Lichtabsorption bei einer 
Wellenlange von 260 nm ermiuelt. Die Qualitat der so gewonnenen RNA wird durch die photomethsche Bestimmung 
des Verhaltnisses der Lichtabsorption bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm bestimmt (vgl. Fig. 1: Total-RNA Uber Hy- 
drolon 1 .2 isoliert). 

Die Ergebnisse der zwei Isolierungen mil hydrophoben Nylonmembranen (Nr. 1 und 2) sind in der nachfolgenden Ta- 
belle l Vergleichsversuche. in dencn zum einen hydrophiles Nylon (Nyaflo) (Nr. 3) sowie einc Silica-Membran einge- 
setzt wurde (Nr. 4), gcgenubcrgesiellt. Die dort wiedergegebenen Wcne liefern einen ubcrzeugenden Bcleg fur die be- 
eindruckende Isolierungsleisiung sowie Trennwirkung der erfindungsgemaB eingesetzten hydrophoben Materialien. 

Tabellc 1 
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RNA-Ausbeute und -Reinheit der nach Beispiel 1 isolierten Total-RNA 



Nr 


Membrantypus 


Ausbeute 

an 
Gesamt- 
RNAfug] 


£260^280 


1 


Magna SH 1,2 pm (hydrophobes 
Nylon) 


6,0 


1.97 


2 


Hydrolon 1,2 (hydrophobes 
Nylon) 


7,1 


2,05 


3 


Nyaflo (hydrophiles Nylon) 


<0,2 


nicht 
bestimmt 


4 


Hydrophile Silica-Membran 


<0,2 


nicht 
bestimmt 



25 



30 



35 



40 



Die isolierte RNA kann ferner auf Agarosegelen, die mil Ethidiumbromid angefarbi sind, analysiert werden. Hierzu 
werden beispielsweise 1,2%-ige Formaldehyd-Agarose-Gele angeferligt. Das Ergebnis ist in Fig. 2 wiedergegeben. 

In Fig. 2 verkorpert Spur 1 eine Tolal RNA, die uber eine hydrophobe Nylon-Membran des Ursprungs Magna SH mil 
einem Porendurchmesser von 1,2 urn isoliert wurde. 

Spur 2 stelk eine Total RNA dar, die uber eine hydrophobe Nylon-Membran des Ursprungs Hydrolon mit einem Po- 
rendurchmesser von 1 ,2 urn isoliert wurde. 

Spur 3 stellt das Chromatogramm einer Total RNA dar, die Uber eine Silica-Membran isoliert wurde. 

Dabei wurden jeweils 50 pi der Total-RNA Isolate analysiert. 

Fig. 2 liefert einen deutlichen Beleg dafUr, daS unter Verwendung der Silica-Membran kein meBbarer Anteil an Total- 
RNA isoliert werden kann. 



45 



50 



Beispiel 2 

Isolierung von Gesamt-RNA aus Mausleber 

Bei diesem Beispiel werden Lysat und Waschldsungen mittels Zentrifugation Uber die hydrophobe Membran gefUhrt 
und die RNA durch Abnehnien des Unerstandes von oben eluiert. 

5 rng bei -80°C tiefgefrorene Mausleber werden in ein mit 350 ul eines kommerziell erhaltlichen Guariidiniunviso- 
thiocyanat enthaltenden LysepurTers (beispielsweise Puffer RLT der Fa. Qiagen) gefUllies 2 ml ReaktionsgefaB gegeben 
und mittels eines elektrischen Homogenisaiors uber einen Zeiiraum von 30 s homogenisierl. AnschlieBend werden 
350 pi 70%-iges Ethanol zu dem Lysat gegeben und durch Auf- und Abpipeuicren oder durch Voriexten uber einen Zeii- 
raum von 5 s gemischt. Drei dcrartige Lysate werden anschlieBend jeweils in eine Plasiiksiiulcn enthaltend eine hydro- 
phobe Nylon-Membran vom Typ Magna SH 1.2 pm, eine hydrophobe Nylon-Mcmbran vom Typ Hydrolon und - als 
Vergleichsversuch - Glasfasermernbran (hydrophiles Silica), die sich in einem 2m! AuffanggefaB beflnden, pipettiert. 
Das Lysat wurde jeweils durch Zenirifugation uber einen Zeiiraum von IS s bei 10.000 x g durch die Membran gefuhrt. 
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wobei die RNA gemafi den in T^belle 2 wiedergegebenen Wcrten an den Membranen haften blieb. 

Der Durchbruch wird jeweils vcrworfen und die Saule crncul im AufTanggefaB pla/ieri. AnschlicBend werden die 
Membranen cinina! mil cinem kommcmell crhalllichcn TRIS- und Ethanol-haliigen Waschpuffer (bcispielsweise Puffer 
RW1 dcr Fa. Qiagcn) gcwaschen sowic zwcimal mil einem weiiercn kommerzicll crhalllichcn Guanidinium-iso-ihiocya- 
S nai enihahenden Waschpuffer (heispielswcise Puffer RPE der Fa. Qiagen) gcwaschen, wobei dcr Waschpuffer jeweils 
durch Zenirifugation durch die Mcmbran gefuhrt wird und der leizle Waschschritt bei 18.000 x g uber einen Zeiiraum 
von 2 ruin Zcmrifugations/xii durchgefuhn wird, uin die Mcmbran /u trocknen. 

Zur Eluiion werden 70 pi RNase-freies Wasser auf die Mcmbran pipeitiert, urn die gereinigte RNA von der Membran 
zu losen. Nach einer Inkubation Uber einen Zeiiraum von einer Minuie bei 10-30 W C werden die Hluaie von oben - d. h.: 
10 vom "Dbersiand auf der Membran mitiels einer Pipette entnommen. Der Elutionsschritt wurde noch einmal wiederholi. 

Die Menge an isolierter Gesami-RNA wurde durch phoiomcirischc Messung der Lichiabsorpiion bei 260 nm ermit- 
teli. - Die Qualitat der so gewonnenen RNA wird durch die photomeirische Bestimmung der Vferhaltnisse der Lichiab- 
sorpiion bei 260 nm zu der hei 280 nm beslimmi. 

15 Tabelle 2 

RNA-Ausbeule und -Reinheit der nach Beispiel 2 isolienen Gesamt-RNA 



20 


Nr 


Membrantypus 


Ausbeute 
an 

Gesamt- 


E 26<yE280 


25 






RNAf M ql 






1 


Magna SH 1,2 pm (hydrophobes 
Nylon) 


15 


1.92 


30 


2 


Hydrolon 1,2 pm (hydrophobes 
Nylon) 


14 


2,05 


35 


3 


Glasfaserrnembran (hydrophiles 
Silica 


1.7 


nicht 
bestimmt 



Beispiel 3 

40 

Isolierung freier RNA durch Bindung der RNA an hydrophobe Membranen mitiels verschiedener Salz/Alkohol-Ge- 
mische. Bei diesem Beispiel werden Lysat und Waschlosungen durch Anlegen eines Vakuums Uber die hydrophobe 
Membran gefuhrt. 

In PlastiksSulen, die mit einer Vakuumkammer in Verbindung stehen, werden hydrophobe Nylon-Membranen (bei- 
4S spielsweise Hydrolon 1 2 mm der Fa. Pall) analog Beispiel I eingebrachu 

100 ul einer Gesamt-RNA enthaltenden wasserigen Losung werden jeweils mil 350 ul eines kommeraell erhaltbchen 
Guanidiniurn-iso-thiocyanat enthaltenden Lysepuffers (beispielsweise Puffer RLTder Fa. Qiagen), 350 pi 1.2 M Natri- 
umacetai-Losung, 350 pi 2 M Natriumchlorid-Losung, 350 pi 4 M Lithiumchlorid-LGsung durch Auf- und Abpipettieren 
gemischL 

50 AnschheCcnd werden jeweils 250 pi Ethanol zugegeben und eben falls durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Die 
RNA-haltigen Losungen werden danach in die Piastiksaulen einpipetliert und durch Evakuierung der Vakuumkammer 
durch die Membran gesaugt. Unter den beschricbenen Bedingungen bleibt die RNA an den Membranen gebunden. Die 
Membranen werden anschlieBend - wie in Beispiel 1 beschrieben - gewaschen. 
AbschlieBend wird die RNA - ebenfalls wie in Beispiel 1 .beschrieben - von oben - von der Membran mitiels einer Pi- 

55 pette entnommen. 

Die Menge an isolierter Gesamt-RNA wird durch photomeirische Messung der Lichtabsorption bei 260 nm ermittelt. 
- Die Qualitat der so gewonnenen RNA wird durch die photomeirische Besiimmung der Verhalinisse der Lichtabsorp- 
tion bei 260 nm zu der bei 280 nm bestimmi. 
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Tabelle 3 

Isolierung freier RNA durch Bindung der RNA an hydrophobe Membranen mittels verschicdcncr Salz/Alkohol-Gemi- 

sche 



Nr 


Salz/Alkohol-Gemisch 


Ausbeute 

an 
Gesamt- 
RNA rgql 




1 


RLT-Puffer Qiagen 


I 9.5 


1.92 


2 


0.6 M Natriumacetat / 35 %-iges 
Ethanol 


8.5 


1.98 


3 


1.0 M Natriumchlorid / 35 %-iges 
Ethanol 


7.9 


1.90 


4 


2 M Lithiumchlorid / 35 %-iges 
Ethanol 


4.0 


2.01 
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Paten lanspruche 

1 . Vcrfahrcn zur Isolierung von Nukleinsauren an hydrophoben Oberflachen, dadurch gekennzeichnet daB es fol 
gende Schriuc umfaBi: 

• Immobilisicrcn dcr Nukleinsauren an cincr hydrophoben Oberfiache 

- gcgcbenenfalls Waschen der immobilisierten Nukleinsaure mil einem Waschpuffer 

- Abldscn der iiumobilisierten Nukleinsaure von der Oberfiache 

- ggf. Eluieren. 

2. Vcrfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die hydrophobe Oberfiache eine Membran ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB hydrophobe Membran aus einem Polymer mit polaren 
Gruppen aufgebaut ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnei, daB zum Immobilisieren der Nukleinsauren wasserige 
Losungen von Salzcn dcr Alkali- oder Erdalkalimeialle mil Mineralsauren eingesetzl werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnei. daB zum Immobilisieren der Nukleinsauren Alkali- oder 
Erdalkalihalogenide oder -sulfate eingesetzt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB zum Immobilisieren der Nukleinsauren Halogenide 
des Natriums oder Kaliums oder Magnesiumsulfat eingesetzl werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichneu daB zum Immobilisieren dcr Nukleinsauren wasserige 
Losungen von Salzen von ein- oder mehrbasischen oder polyfunktionellen organischen Sauren mit Alkali- oder Er- 
dalkalimetallen eingesetzl werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnei, daB zum Immobilisieren der Nukleinsauren wasserige Lo- 
sungen von Salzen des Natriums, des Kaliums oder des Magnesiums mit organischen Dicarbon sauren eingesetzt 
werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die organische Dicarbonsiiure Oxalsaure, Malonsaure 
und/oder Bernsteinsaure isi. 

10. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB zum Immobilisieren der Nukleinsauren wasserige 
Losungen von Salzen des Natriums oder des Kaliums mil einer Hydroxy- oder Polyhydroxycarbonsaure eingesetzt 
werden, 

11. Verfahren nach Anspruch 10 dadurch gekennzeichneu daB die Polyhydroxycarbonsaure Zitronensaure ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB zum Immobilisieren der Nukleinsauren ggf. zu- 
satzlich chaoirope Agenzien eingesetzt werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB das chaotrope Agenz ein Salz aus der Gruppe der 
Trichloracetate, Thiocyanate, Perchiorate, Jodide oder Guanidin-Hydrochlorid, Guanidin-iso-thiocyanat oder Ham- 
storfisl. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, daB 0.01 molare bis 10 molare wasserige Lo- 
sungen der chaoiropen Agenzien allein oder in Kombinalion mit anderen Salzen zum Immobilisieren der Nuklein- 
sauren eingesetzt werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnei, daB 0.1 molare his 7 molare wasserige losungen der 
chaoiropen Agenzien allein oder in Kombinalion mit anderen Salzen zum Immobilisieren der Nukleinsauren einge- 
setzt werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15. dadurch gekennzeichnet, daB 0.2 molare bis 5 molare wasserige Losungen der 
chaotropen Agenzien allein oder in Kombinalion mil anderen Salzcn zum Immobilisieren der Nukleinsauren einge- 
setzl werden. ? 

17. Verfahren nach einem der Ansprilche 12-16, dadurch gekennzeichnet, daB eine wasserige Losung von Natri- 
umperchlorai, Guanidinium-Hydrochlorid, Guanidinium-iso-thiocyanat, Natriumiodid und/oder Kaliumiodid zum 
Immobilisieren der Nukleinsauren eingesetzl wird. 
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18. Verfahren nach Anspruch 1-3. dadurch gekennzeichnet, daB zum Immobilisieren dcr Nuklcinsauren Hydroxyl- 
dcrivaie von aliphaiischen cxler acyclischcn gcsattigicn oder ungesattigtcn Kohlcnwassersloffen cingesetzt werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB als Hydroxy Ideri vale C,-CVAlkanoIe eingeseizt 
werden, 1 

20. Verfahren nach Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, daB als C r C 5 -Alkanole Methanol, Elhanol, n-Propanol, 
ten.-Butanol und/oder Pentanole eingesetzt werden. 

21. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB als Hydroxy Ideri vai cin Aldii eingesctzi wird. 

22. Verfahren nach eineni der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet. daB zum Immobilisieren der Nuklein- 
sauren ein Phenol oder Polyphenol eingeseizt wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB zum Immobilisieren von Nukleinsauren hydro- 
phile Membranen mil einer hydrophobisicnen Oberflache eingesctzi werden. 

24. Verfahren nach einem .Anspriiche 1-3. oder 23. dadurch gekennzeichnet, daB die hydrophile Oberflache oder 
die Membran aus Nylon, einem Polysulfon, Polyethersulfon, Polycarhonat. Polyacrylai sowie einem Acrylsaureco- 
polymeren, Polyurcthan, Polyamid, Polyvinylchlorid. Fluorocarbonat, Polytetrafluoroeihylen, Polyvinylendifluo- 
rid^Ethylenieu*afluoroethylen, einem Polyethylenchlorotrifluoroethylen-Coplymerisat oder Polyphenylensulfid be- 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB Oberflache oder die Membran aus einem hvdropho- 
bisierten Nylon besiehi. 

26. Verfahren nach einem der Anspriiche 23-25. dadurch gekennzeichnet, daB die Membran mil eineni Hydropho- 
biermittel aus der Gruppe der Paraffine, Wachse, Metallseifen ggf. mil Zusatzen an Aluminium bzw. Zirkoniumsal- 
zen, quartaren organische Verbindungen, Hamstoffderivate. fettsioffmodifizienen Melaminharze, Silicone, zinkor- 
ganischen Verbindungen und/oder mit Glutardialdehyd beschichtet ist. 

27. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB zum Waschcn der immobilisierten Nuklcinsauren 
eine Salzlosung oder eine PurTerlosung gemaB einem der Anspriiche 4 bis 22 eingeseizt wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB zur Elution der Nukleinsaure eine wasserige Salz- 
oder Puflerlosung eingeseizt wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB die PurTerlosung cine oder mchrcrc Substanz(cn) 
aus der Gruppe Morpholinopropansulfonsaure (MOPS), Tris(hydroxvmethyl)aminomeihan (TRIS), 2-[4-(2-Hy- 
droxyethyl)-l-piperazino]ethansulfonsaure (HEPES) enthalt. 

30. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29, dadurch gekennzeichnet, daB die Puffersubstanz in einer wasserigen L6- 
sung mil einer Konzentration in einem Bereich von 0.001 bis 0.5 Mol/Liter eingesetzt wird. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB die Pulfersubstanz in einer wasserigen Losung mit 
einer Konzentration in einem Bereich von 0.01 bis 0.2 Mol/Liter eingesetzt wird. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, daB die Pulfersubstanz in einer wasserigen L6sung mit 
einer Konzentration in einem Bereich von 0.01 bis 0.05 Mol/Liter eingesetzt wird. 

33. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB als Salzldsung eine wasserige Losung eines Alkali- 
metall- oder Erdalkalimetallhalogenids eingesetzt wird. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daB als Salzlosung eine wasserige Losung von Natrium- 
chlorid, Lithiumchlorid, Kaliumchlorid oder Magnesiumdichlorid eingeseizt wird. 

35. Verfahren nach Anspruch 33 oder 34, dadurch gekennzeichnet, daB das Salz in der wasserigen Losung in einer 
Konzentration in einem Bereich von 0.001 bis 0.5 Mol/Liter eingesetzt wird. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daB das Salz in der wasserigen Losung in einer Konzen- 
tration in einem Bereich 0.01 bis 0.2 Mol/Liter eingesetzt wird. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB das Salz in der wasserigen Ldsung in einer Konzen- 
tration in einem Bereich 0.01 bis 0.05 

38. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB als Salzlosung eine wasserige Losung eines Salzes 
eines Alkalimetails oder Erdalkali metal Is mit einer Carbon- oder Dicarbonsauren eingesetzt wird. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daB die Carbonsaure Essigsaure und die Dicarbonsaure 
Oxalsaure ist. 

40. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB das Salz Natriumacetat oder Natriumoxalat ist. 

4 1 . Verfahren nach einem der Anspriiche 38, 39 oder 40, dadurch gekennzeichnet, daB das Salz in einer wasserigen 
Losung in einer Konzentration in einem Bereich von 0.001 bis 0.5 Mol/Liter vorliegt. 

42. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, daB das Salz in einer wasserigen Losung in einer Kon- 
zentration in einem Bereich von 0.01 bis 0.2 Mol/Liter, vorliegt. 

43. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, daB das Salz in einer wasserigen Losung in einer Kon- 
zentration in einem Bereich von 0.01 bis 0.05 Mol/Liter, vorliegt. 

44. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB als Elutionsmittel Wasser eingesetzt wird. 

45. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-44, dadurch gekennzeichnet, daB die Membran einen Porendurchmcs- 
ser von 0.05 bis 20 urn, vorzugsweise 0.2 bis urn, besonders bevorzugt 0.45 bis 5.0 urn besitzt. 

46. Verwendung einer Oberflache oder einer Membran aus hydrophohen Material oder einem hydrophilen Mate- 
rial, dessen Oberflache hydrophobisiert wurde, zur Isolierung von Nukleinsauren. 

47. Verwendung nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daB die Oberflache oder die Membran aus Nylon, Po- 
lysulfone, Polyethersulfone, Polycarbonate, Polyacrylate sowie Acrylsaurecopolymcre, Polyurethane, Polyamide, 
Polyvinylchlorid, Fluorocarbonate, Polytetrarluoroethyl, Polyvinylendirluorid, Ethylcn-cotetrafluoroethylen, Poly- 
eOiylenchlorodifluoroeihylen-Coplymerisate oder Polyphenylensulfid bestehu 

48. Verwendung nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daB die Membran eine hydrophobisierte Nylon- 
Membran ist. 

49. Verwendung nach einem der Anspriiche 46 bis 48, dadurch gekennzeichnet, daB die Oberflache oder Membran 
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einc hydophile Oberflache oder Mcmbran isl, die mil einem Hydrophobiermillcl aus dcr Gruppc dcr Paraffine, 
Wachsc, Mciallscifcn ggf. mil Zusaizcn an Aluminium bzw. Zirkoniumsalzen, quanarcn organische Verbindungen] 
Harnsioflfderi vale, fcilstoffmodifiacncn Melaminharze. Silicone, zinkorganischen Verbindungen und/oder mil Glu- 
tardiaidehyd uberzogcn ist. 

50, Vorrichtung enihaltend eine hydrophobe Oberflache gcmaR einem der Anspriiche 1 bis 3, eine Losung zum Im- 5 
mobilisieren der Nukleinsaure und eine Waschlosung sowie ggf. eine Elulionslosung. 



Hierzu 1 Scite(n) Zcichnungen 
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